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摘  要 
神经元凋亡被认为是导致 HIV 相关神经认知紊乱（Human Immunodeficiency 
Virus -Associated Neurocognitive Disease,HAND）发生的关键因素之一。而星形
胶 质 细 胞 胞 膜 上 的 兴 奋 性 谷 氨 酸 转 运 体 -2 （ Excitatory Amino-Acid 
Transporter-2,EAAT-2）表达低下导致细胞间质兴奋性谷氨酸浓度过高则被认为
是引起神经元凋亡的重要原因之一。但是，导致 EAAT-2 表达低下的分子机制还
不是很清楚。本研究试图从组织和细胞层面阐明在 HAND 发病过程中 EAAT-2
减少的具体分子机制。在前期实验中，我们发现相对于对照组，猴/人免疫缺陷
病毒（Simian and Human Immunodeficiency Virus,SHIV）感染组恒河猴大脑皮层
中 EAAT-2 的表达明显减少，且在 EAAT-2 表达减少的区域内，神经元凋亡数量
相应增多。同时，在 SHIV 感染的恒河猴大脑皮层中星形胶质细胞高表达基因-1
（Astrocyte-Elevated Gene-1, AEG-1）的表达增加，统计分析显示 AEG-1 阳性细
胞与 EAAT-2 阳性面积呈负相关。本实验我们发现，在使用 HIV-1Tat 处理 U87
细胞后，AEG-1 的 mRNA 水平和蛋白水平都显著增加，对应的 EAAT-2 的 mRNA
水平和蛋白水平则显著降低。我们使用 AEG-1 过表达质粒转染 U87 细胞，发现
EAAT-2 表达减少；而在干扰 AEG-1 后，发现 EAAT-2 表达增加；统计学分析
显示 EAAT-2 表达与 AEG-1 表达呈负相关。据此我们推测 HIV-1Tat 是通过上调
AEG-1 进而抑制 EAAT-2 的表达。接下来，我们进一步研究了该过程中所涉及
的相关信号通路。首先，我们在过表达 HIV-1Tat 的同时阻断磷脂酰肌醇-3-激酶
（Phosphatidylinositol-3-Kinase,PI3-K）信号通路，则 HIV-1Tat 上调 AEG-1 的能
力受到了明显的抑制，说明 HIV-1Tat 是通过 PI3-K 信号通路来调节 AEG-1；同
样的，我们在过表达 AEG-1 的同时阻断核因子-kB（Nuclear Factor-kB,NF-kB）
信号通路，则 AEG-1 通过上调阴阳-1（Yin Yang-1,YY-1）进而下调 EAAT-2 的
能力受到了明显的抑制，说明 AEG-1 是通过 NF-kB 信号通路调节 YY-1 进而抑
制 EAAT-2 的表达。综上所述：我们的结果证实 HIV-1Tat 可以通过 PI3-K 信号
通路上调 AEG-1 的表达，随后，上调的 AEG-1 则通过 NF-kB 信号通路上调 YY-1
进而起到抑制 EAAT-2 的作用，我们的结果将为 HAND 提供新的治疗靶点。 
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Abstract 
The apoptosis of neuron is considered to be one of the key factors for the genesis 
of HAND. While the excessive concentration of excitatory glutamic acid in the 
intercellular substance induced by the decreased expression of EAAT-2 in the 
membrane of astrocyte is regarded as one of the important reasons for neuron 
apoptosis. However, the precise reason of the decreased expression of EAAT-2 
remains unknown. Therefore, we attempted to illuminate the exact molecular 
mechanism of the decreased EAAT-2 during HAND at tissue and cell levels. In the 
early experiment, we discovered through immunohistochemical staining experiment 
that the expression of EAAT-2 was apparently decreased in the cerebral cortex of 
rhesus in the SHIV infection group compared with the control groups. In addition, in 
regions with decreased EAAT-2 expression, the number of neuron apoptosis 
increased correspondingly. Furthermore, we found that the expression of AEG-1 
increased in the cerebral cortex of SHIV infected rhesus, and the positive cells of 
AEG-1 was negatively correlated with positive areas of EAAT-2, as was shown in 
statistical analysis. We discovered through experiment that the expression of AEG-1 
at mRNA and protein levels were notably increased after treating the cells with 
HIV-1Tat, while that of the corresponding EAAT-2 was remarkably reduced at 
mRNA and protein levels. We over-expressed AEG-1 in U87 cells, we found that the 
expression of EAAT-2 was decreased. But, when we knocked down AEG-1 in U87 
cells, we found that the expression of EAAT-2 was increased; The expression of 
AEG-1 was negatively correlated with that of EAAT-2, as was shown in statistical 
analysis. So we speculated that HIV-1Tat might down-regulate the expression of 
EAAT-2 through increasing AEG-1. Next, we further studied the relevant signal 
pathways involved in the process. Firstly, we over-expressed HIV-1Tat and inhibited 
PI3-K pathway together would result in obvious inhibition of the ability of HIV-1Tat 
to up-regulate AEG-1, it indicated that HIV-1Tat mediated AEG-1 through PI3-K 
signal pathway; Then,we over-expressed AEG-1 and inhibited NF-kB signal pathway 
together would lead to distinct inhibition of the ability of AEG-1 to down-regulate 
EAAT-2 through up-regulating YY-1, it indicated that AEG-1 mediated YY-1 
through NF-kB signal pathway and then inhibited the expression of EAAT-2. To sum 
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up, our investigation results demonstrated that HIV-1Tat mediated AEG-1 through 
PI3-K signal pathway, subsequently, increased AEG-1 mediated YY-1 through 
NF-kB signal pathway and then inhibited the expression of EAAT-2. Our research 
would provide a new target for treating HAND.  
Keywords： EAAT-2; AEG-1; HIV-1Tat; HAND 
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英文缩略词 
缩略词 英文全名 中文名称 
HAND 
HIV-Associated Neurocognitive 
Disorders 
HIV 相关神经认知紊乱 
HIV-1 Human Immunodeficiency Virus type- 1 人类免疫缺陷病毒-1    
AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome 获得性免疫缺陷综合症 
HAART Highly Active Anti-RtroviralTherapy 高效抗逆转录病毒疗法 
HIVE HIV Encephalopathy HIV 脑炎 
ANI 
Asymptomatic Neurocognitive 
Impairment 
无症状神经认知障碍 
MND Mild Neurocognitive Disorder 轻度认知障碍 
HAD HIV-Associated Dementia HIV 相关性痴呆 
NMDAR N-Methyl-D-aspartic Acid Receptor N-甲基-D-天冬氨酸受体 
MHC Major Histocompatibility Complex 主要组织相容性抗原 
CCR5 C-C chemokine Receptor type 5 
共受体 C-C 趋化因子受体
5 
VCAM-1 Vascular Cell-Adhesion Molecule-1 血管细胞粘附分子 
TAR Transactivator Response Element 反式激活因子反应元件 
EAAT-2  Excitatory Amino-Acid Transporter-2 兴奋性谷氨酸转运体-2 
AEG-1 Astrocyte-Elevated Gene-1 
星形胶质细胞高表达基因
-1 
SHIV 
Simian and Human Immunodeficiency 
Virus  
猴/人类免疫缺陷病毒 
TNF-α Tumor Necrosis Factor-α 肿瘤坏死因子-α 
GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein 胶质纤维酸性蛋白 
CSF Cerebrospinal Fluid 脑脊液 
Akt Ser-ine Threonine Kinase 苏氨酸蛋白激酶 
PI3-K Phosphatidylinositol-3-Kinase 磷脂酰肌醇-3-激酶 
Tat Transactivator of transcription 反式激活因子 
NF-kB Nuclear Factor-kB 核因子-Kb 
YY-1 Yin Yang-1 阴阳-1 
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第一章  绪论 
1.1  研究背景 
艾滋病，即获得性免疫缺陷综合症（ Acquired Immune Deficiency 
Syndrome,AIDS），是人体感染了人类免疫缺陷病毒（Human immumodeficiency 
virus,HIV）后而导致的以 T 淋巴细胞免疫功能缺失为主的一种免疫缺陷综合症。
艾滋病自从 1981 年第一次被确认为一类独立的临床疾病以来，已经迅速发展为
一种全球蔓延的传染病[1]。据世界卫生组织（Worldd Health Organization,WHO）
和 联 合 国 艾 滋 病 规 划 署 （ The Joint United Nations Programme on 
HIV/AIDS,UNAIDS）的统计报告显示，至 2010 年全球生存的艾滋病患者和 HIV
携带者总数已达到 3400 万，全年死亡人数为 180 万，新增感染者达到 270 万。
艾滋病患者及感染者主要生活在不发达的国家和地区，这部分人群占到总人数的
95%以上。在亚洲，HIV 感染最严重的国家是印度，其次就是中国。在我国，艾
滋病广泛流行，在其中 31 个省市自治区中都有 HIV 感染患者。根据 UNAIDS
的统计报告估计，到 2011 年为止，中国的 HIV 感染者人数将达到 78 万，其中
包括 15.4 万的艾滋病患者、2.8 万的艾滋病死亡病例和 4.8 万的新增感染者。就
目前来看，我国的艾滋病发病和流行趋势十分严峻，并呈现出复杂化和多元化的
特点。 
HIV 感染人体后便迅速借由感染的细胞通过血液循环穿过血脑屏障而进入
中枢神经系统。 HIV 具有特殊的双受体形式，分别为以 CD4 分子为直接受体的
形式和以趋化因子受体为协同受体的形式。正是由于这样特殊的受体形式，使得
HIV 感染的靶细胞主要为那些细胞表面能够表达 CD4 分子和趋化因子受体的
CD4+T 淋巴细胞和巨噬细胞。HIV 入侵 CD4＋T 淋巴细胞的方式是通过病毒蛋
白 gp120 与 CD4＋T 淋巴细胞膜上的 CD4R、C-X-C 趋化因子受体 4（CXCR4）
结合后进入细胞的。进入细胞后，病毒将会脱去外壳暴露出病毒的 RNA，之后
形成反义链 DNA（cDNA）进入细胞核，在多聚酶的作用下形成双链 DNA，最
后则在整合酶的作用下整合入宿主的基因组中，以前病毒的形式潜伏于细胞内。
当前病毒被 IL-6、TNF-α等炎症因子激活后，将会进行复制形成新的病毒颗粒
从感染的 CD4＋T 淋巴细胞中释放出来，导致 CD4＋T 淋巴细胞大量溶解死亡，
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最终导致免疫系统出现严重的缺陷。同时由于 CD4＋T 淋巴细胞数量急剧减少，
使其对 B 淋巴细胞的辅助功能不能够正常行使，造成机体对感染和肿瘤的防御
能力严重降低，导致各种机会性感染的发生和肿瘤的入侵，最终成为艾滋病患者
死亡的直接原因。HIV 借助 gp120 蛋白能够与巨噬细胞胞膜上的 CD4R、共受体 
C-C 趋化因子受体 5（C-C chemokine receptor type 5, CCR5）结合进入细胞内。
HIV 感染巨噬细胞后，将会在细胞内进行复制，随后通过血液循环转运至其他部
位。在 HIV 感染中枢神经系统的早期，病毒主要寄居在巨噬细胞中，但是研究
报导指出这些细胞的感染可能还不足以引起中枢神经系统的退行性病变[2]。还有
研究人员认为大脑中被感染的细胞不仅仅是那些滞留在脑内的外周血巨噬细胞，
还包括了脑中的胶质细胞。被 HIV 感染的单核细胞迁移入大脑会引起粘附分子
和血管细胞粘附分子（vascular cell-adhesion molecule-1 ,VCAM-1)的表达[3]。只有
在大脑内的病毒载量达到一定程度后才能引起免疫功能的紊乱，最终导致 HAND
的发生。在 HIV 感染中枢神经系统后，可以通过测量脑脊液中的病毒含量来估
算大脑中的病毒载量。而在 HAND 病人的大脑皮层下也能够发现较多被病毒感
染的细胞[4]。在中枢神经系统中，HIV 主要感染的是巨噬细胞、小胶质细胞和部
分星形胶质细胞，并不会直接感染神经元，但是神经元却出现了损伤甚至凋亡，
最终导致了 HAND 的发生，这提示我们或许有其他的病毒蛋白或细胞因子作用
于神经元导致神经元凋亡。有关神经元的损伤和凋亡有两种不同推测，一种是直
接损伤假说，另一种是间接或旁观者效应假说，这两种假说并不相互排斥，但是
间接效应假说得到的支持更多。关于神经元的损伤及凋亡，有报道指出可能是与
HIV 分泌的反式激活蛋白 Tat 相关，Tat 不仅仅在病毒的反式激活过程中发挥作
用，更可能参与到了 HIV 导致神经元损伤的过程中，但是具体的作用机制还不
是很清楚，需要我们进行更深入的研究。 
由于艾滋病的流行，全球大部分地区已经开始积极地控制和治疗该疾病。目
前最为有效的疗法就是高效抗逆转录病毒疗法(highly active antiretroviral therapy,  
HAART)，事实证明该疗法能够显著降低艾滋病的死亡率，有效延长了患者的寿
命。但是随着艾滋病患者平均寿命的延长，艾滋病所导致的相关神经系统疾病的
发生概率也随之增高。据统计，约有 40%的 HIV 阳性患者出现了相关的神经系
统症状[5-8]。因此，人们也开始关注 HIV 感染所导致的神经系统的并发症。中枢
神经系统容易受到 HIV 感染[9-12]。HIV 直接借助被感染的细胞通过血液循环进入
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中枢神经系统。HIV 入侵中枢神经系统后引起的一系列神经认知功能障碍在临床
上统称为 HIV 相关神经认知紊乱(HAND)[13]。HAND 的临床诊断常常需要依靠特
征性的临床表现，以及 HIV 检测、全面的神经功能测试、影像学检查、腰椎穿
刺等辅助检查手段来确诊，且同时需要排除其它可能引起神经系统损伤的疾病和
并发症。虽然在实施了 HAART 后，能有效的控制艾滋病的发展，但是对 HAND
发病率的影响却不明显。原因一方面是由于药物难以穿越血脑屏障清除中枢神经
系统中的病毒，以及频繁突变的病毒产生的耐药性，同时 HAART 药物带来的细
胞持续毒性压力、免疫反应以及组织损伤等毒副作用也会对中枢神经系统造成损
害[8]。另一方面，HAND 的具体发生机制尚未完全阐明也给治疗带来一定的困难
[14]。 
总而言之，作为一种由 HIV 感染导致的长期疾病状态，HAND 已经严重地
影响到了患者的生活质量，甚至危及到了患者的生命。因此，深入研究 HAND
的具体发病机制和积极寻找 HAND 的治疗靶点都具有十分重要的现实意义。 
1.2  研究现状 
1.2.1  HAND 
HAND 是 HIV-1 感染人体后出现的一种神经系统的并发症。HAND 包含了
3 个发展阶段:1、无症状的神经认知受损（ANI）；2、轻微的神经认知紊乱(MND)；
3、HIV 相关性痴呆(HAD)[13]。HAND 患者最初表现的症状主要为注意力不集中、
反应迟钝、记忆力以及时间和空间的定向力减退等。随着疾病的发展，晚期的
HAND 患者可出现严重的痴呆症状[15]。出现这些症状表明患者大脑中的某些部
位，诸如脑脊髓、海马、皮层、基底神经节可能已经受到了不同程度的损伤[16]。
有别于非感染性的神经退行性病变自始至终集中于中枢神经系统的某一区域，
HIV-1 感染大脑后的突出特征是从灰质到皮层的广泛区域都会受到不同程度的
侵犯，从而引起包括意识，动作和行为上的改变。在 HAND 患者当中，处于 MND
阶段的人群占了大多数，但即使是轻微的意识障碍仍然显著地限制了患者的个人
行动能力和独立生活能力。在 HAND 的发病过程中，对于患者意识障碍程度的
判断是一份十分艰难的工作，而对于运动症状改变的判断则需要借助于一些特殊
的测试工具，因此，定期对 HIV-1 感染患者进行神经方面的测试有助于 HAND
的诊断和评估[17]。 
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HAND 患者大脑中的病理表现主要为：神经元凋亡及缺失、轴突和树突损
伤、皮层星形胶质细胞聚集、小胶质细胞形成结节、出现多核巨细胞和外周单核
细胞浸润、海马及基底神经节萎缩、突触连接蛋白缺损、大脑皮质萎缩等[16,18-20]。
HAND 有两种不同的神经损害机制，一种为 HIV 感染后引起的免疫炎症反应，
即 HIV 脑炎，其中活化增生的星形胶质细胞和小胶质细胞会产生大量的炎症因
子和神经毒素，进一步对中枢神经系统造成损伤；另一种为在艾滋病晚期，由于
神经元损伤和凋亡而引起的神经损害，而神经元和突触的功能紊乱和缺失主要是
由 N-甲基-D-天冬氨酸受体(NMDAR)来介导实现的。在 HAND 中，NMDAR 的
激活有几个不同于其它神经退行性疾病的分子机制。其一，神经元中 NMDAR
的激活是由于胞外的谷氨酸浓度过度增高所导致的；其二，活化的巨噬细胞释放
高浓度喹啉酸也可以起到激活 NMDAR 的作用；其三，一些 HIV 分泌的病毒蛋
白可以直接激活 NMDAR。但是，HIV 具体是如何参与到 HAND 的发病过程中
的，目前为止还没有形成定论，还需要我们进行更深入的研究。 
 
(图片来源：Daniel Elbirt MD, Keren Mahlab-Guri MD，et al, (2015) IMAJ) 
图1.1  HAND的分级 
Figure 1.1  The classification of HAND 
1.2.2  发病机制 
1.2.2.1  EAAT-2 
谷氨酸是细胞生长过程中所需要的一种必须氨基酸，它参与了多种细胞内活
动，如中枢神经系统内的神经信号传递。然而，细胞外的谷氨酸浓度过高则会导
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